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研 究 総 括
生物科学総合研究所・研究プロジェクト 12 件の研究テーマについて、平成 29 年度の研究成果 
ならびにプロジェクトの概要を報告する。
〇プロジェクト No. P15 ― 01
研究テーマ
「社会緩衝作用における下垂体ホルモンの作用」





In humans, tear volume increases in emotional arousal. No studies have investigated the relationship of emotional arousal 
and tear volume in animals. Using mice model, oxytocin receptors were highly expressed in the acinar cells (AC) in the 
lacrimal grand, and oxytocin stimulations increased Ca2+ influx and shrinkage of the AC, resulting in secretion of tear. 
Oxytocin receptor null mice or oxytocin antagonist treatment abolished the effects of oxytocin on tear secretion both 
in vitro and vivo. Thus, tear volume increased in emotional arousal and oxytocin can mediate the emotion-induced tear 
secretion.
Introduction
Humans often exhibit increased lacrimation, which appears as tears, in situations involving in pain. Tears are 
continuously secreted in small quantities and as a protective reflex to irritants, and act as a protective barrier, and 
disinfecting. Interestingly, humans also have emotional tears that are secreted in response to emotional arousal, both 
in positive and negative. Tears also have a role in nonverbal visible communication, and are used when infants want to 
communicate negative feelings, such as hunger, pain, and discomfort, to their parents. Moreover, tear can be observed 
in high-positive emotional states, such as reunion with parents or friends, and victory or success after the large efforts. 
In these situations, emotional hormone, oxytocin, is secreted into both the central nervous system as well as peripheral 
organs. Aqueous tear fluid is secreted from the lacrimal gland (LG) and like other peripheral organs, is regulated by direct 
innervation by the central nervous system and a wide variety of hormones through receptor-mediated mechanisms (1). In 
this study, we hypothesized that tear secretion is controlled by oxytocin. The functional mechanisms of oxytocin in tear 
secretion were examined in mice models, in which tear secretion mechanisms can be visualized.
Methods
Animals
 Ten-week-old C57BL/6, OxtrVenus-Neo/+ mice (4), and Yellow Cameleon 3.60 (YC3.60) mice (8) were used in this study. 
The mice were housed in general conditions; room temperature 23 ± 2°C, relative humidity 60 ± 10%, and alternating 12-
hour light-dark cycle (8 AM to 8 PM), with free access to food and water. 
Quantitative real time PCR
Male and female C57BL/6 mice were euthanized with an overdose of pentobarbital sodium. The olfactory bulb (OB), 
lacrimal gland (LG), and mammary gland (MMG) were quickly dissected. Total RNA was isolated using an RNA extraction 
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reagent (ISOGEN; Nippon Gene, Tokyo Japan), according to the manufacturer’s instructions. The RNA was converted 
to cDNA by reverse transcription using the ReverTra Ace qPCR RT kit (TOYOBO, Osaka, Japan). SYBR Green-based 
quantitative real-time PCR was performed using the Step One Plus system (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA) 
using a specific primer set. The primer sequences were as follows: GAPDH (sense 5’-ACCCAGAAGACTGTGGATGG-3’, 
antisense 5’-GGATGCAGGGATGATGTTCT-3’), oxytocin receptor (Oxtr; sense 5’- ACGGGTCAGTAGTGTCAAGC-3’, 
antisense 5’- TAATGCTCGTCTCTCCAGGC-3’). Data were normalized to GAPDH.
Visualization of oxytocin receptor (OXTR) in the lacrimal gland (LG)
C57BL/6 mice and OxtrVenus-Neo/+ mice were euthanized with an overdose of pentobarbital sodium and their LG were 
quickly dissected. 
To observe the endogenous Venus fluorescent protein, LG isolated from OxtrVenus-Neo/+ mouse was stained with 
phalloidin-labeled wheat germ agglutinin (WGA: 1:500 dilution; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), which binds 
to lectins and act as a marker for the cell surface (5), at room temperature (approximately 23°C) for 30 minutes. WGA-
stained LG was washed three times with a saline solution (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM 
HEPES, and 10 mM dextrose; pH 7.4) for 3 minutes.
To localize OXTR, the LG isolated from OxtrVenus-Neo/+ mouse was fixed in 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate 
buffer. After fixation, it was blocked with 10% donkey serum in PBS containing 0.25% Triton X-100 for 1 hour at room 
temperature. The LG was incubated overnight at 4° C with a goat polyclonal antibody against green fluorescence protein 
(GFP: 1:200 dilution, Abcam, Cambridge, MA, USA) and a rabbit polyclonal antibody against calponin, a specific MEC 
marker (6), (1: 250 dilution, Abcam). It was washed with PBS, and incubated with Alexa Fluor 488-conjugated donkey-anti 
goat and Alexa Fluor 555-conjugated donkey-anti rabbit secondary antibody (1:300 dilution, Molecular Probes, Eugene, 
OR, USA) for 3 hours at room temperature, and subsequently washed with PBS. 
WGA-stained or immune-stained LG was observed with an upright two-photon microscope (FV1200MPE: Olympus, 
Tokyo, Japan) equipped with a water immersion objective lens (XLPlaN25×/1.05WMP, Olympus), which was connected 
to a femtosecond laser source, Ti: sapphire laser (MaiTaiHP: Spectra Physics, Santa Clare, CA, USA). The excitation 
wavelength for endogenous Venus, WGA, Alexa-488, and Alexa-555 was 790 nm, and the emission was simultaneously 
detected through a band-pass filter for endogenous Venus and Alexa-488 (510-550 nm), and WGA and Alexa-555 (575-630 
nm). Fluorescence images at a depth of approximately 50 mm from the surface of LG were reconstructed from 50 images 
acquired at a z-step size of 1 mm using Imaris software (Bitplane AG, Zurich, Switzerland).
Measurement of tear secretion
Tear secretion was measured using a modified Schirmer's test (14). A phenol red thread (Zone-Quick; Showa Yakuhin 
Kako, Tokyo, Japan) was placed on the temporal side of the upper eyelid margin for 15 seconds. The length of the 
moistened area from the edge was measured. 
For the evaluation of the effect of intravital exposure to OXT on tear flow rate, mice were placed in a lateral position, 
and the skin on the right temporal side of the head was incised under the mice were anesthetized with intraperitoneal 
injection of urethane (1.1 g/kg). After the LG was exteriorized, a custom-build ring was attached to the masseter muscle 
using a cyanoacrylate-based glue (Loctite, Henkel Japan, Yokohama, Japan) surrounding the LG. The perfusion chamber 
was fitted on the ring fixed to a head-holder. The LG was continuously perfused with saline solution at flow rate of 0.8 
mL/minute. Solution of OXT (100 nM) was applied to the LG for 10 minutes. To evaluate the inhibitory effect of atosiban 
(100 nM) and BDM (10 mM) on OXT-induced increased tear secretion, each solution was applied to the LG 5 min before 
the application of OXT. Tear secretion was measured 5 and 10 min before and 1 minute after the start of OXT application. 
Tear flow rate was determined by dividing the moistened length of the phenol red thread due to tear secretion for 15 
seconds and that due to permeation of 1 mL of saline. 
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 For the evaluation of the effect of intravenous injection of OXT on tear secretion, OXT was injected at the dosage of 
1 mg/kg via the tail vain of C57BL6 and OxtrVenus-Neo/+ mice. Tear secretion measurements were performed as 
mentioned above, before and after 1, 3, 5, 7.5, and 10 minutes of the OXT injection.  
For the measurement of tear secretion in the lactating mice, 12-15 week-old female mice 5 days after parturition and age-
matched female mice (control) were used.
Statistical analysis
Statistical analyses were performed by JMP12 software (SAS Institute, Cary, NC, USA). Comparison between the two 
groups was done using the F-test followed by Student’s t-test for parametric variables and Mann-Whitey U test for non-
parametric variables. Multiple comparisons were performed by one-way ANOVA followed by Dunnett test. Differences 
between the measured variables were considered significant if the resultant P-value was 0.05 or less.
Results
Gene expression level of OXTR in the LG was found to be the same as in the mammary gland (MMG), but was less 
compared to the expression in the olfactory bulb (OB); the expression of OXTR is well-documented in animals and humans 
(2). Although sexual dimorphism in the gene expression of OXTR was observed in the MMG, there was no significant 
difference in the OXTR expression level in the LG between male and female.
The LG is a tubuloacinar exocrine gland, with branching lobule-like structures similar to MMG. Each secretory lobule 
is an aggregation of spherically shaped acinar cells (AC) with stellate-shaped myoepithelial cells (MEC) covering them 
with a basket-like network (3). To investigate the localization pattern of OXTR in LG, immune-histochemical analysis 
were performed in OXTR-Venus knock-in (OxtrVenus-Neo/+) mice (4) by two-photon imaging; lobule-like structures were 
visualized by staining with wheat germ agglutinin (WGA), a marker for cell surface (5). Stellate-shaped OXTR positive 
areas were observed, bordering the AC with a network pattern. Double staining with calponin, a specific MEC marker 
(6), revealed that the OXTR was expressed on MEC. In the wild-type mice, networked calponin-positive area was seen 
in the LG, but there was no Venus-positive area. These results suggested that the presence of OXTR in the LG, and its 
localization is specific to the MEC.
Exposure to OXT transiently increased tear flow rate. This increase was significantly suppressed in the presence 
of atosiban or BDM. Significant increase were observed during OXT exposure compare to saline. In the OxtrVenus-
Neo/+ mice, tear flow rate was unchanged during exposure to OXT. Exposure to ACh increased the tear flow rate in 
the OxtrVenus-Neo/+ mice to the same level as in wild type mice. Exogenously injected OXT by intravenous routes 
significantly increase in increased tear secretion in wild type mice.  In contrast, tear secretion did not change after 
injection of OXT in the OxtrVenus-Neo/+ mice. It is a well-known fact that endogenous blood levels of OXT are elevated 
during the lactation period mammals (7). Tear secretion level in lactating mice was significantly higher (approximately 
1.5-fold) than that in age-matched non-lactating female mice. Weeping, a process that involves tearing, was marked by 
transient secretion that synchronized with overwhelmed emotional expression; therefore it is reasonably assumed that 
the role of OXT in weeping is an instantaneous expulsion of the tear fluid forced by LG MEC contraction.
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研究テーマ
早期離乳ストレスによる行動神経への影響の解析










































動物は温度 23℃、湿度 50%、明期 12 時間（6 時点灯、18 時消灯）に調節された動物室内で中ケージ（17.5 cm×
24.5 cm × 12.5 cm）で飼育された。床敷きには Corn Cob、巣材を用いた。飼料は、繁殖中には繁殖用固形飼料として、










仔が産まれた日を 0 日目として、6:00 ～ 17:00 間の 1 時間おきのマウスの様子を、9 日目まで毎日録画した。そのうち
1，3，5，7，9 日目の計 30 時間分を解析した。観察した項目は仔なめ / 毛づくろい行動（licking/grooming）、仔に接し
ている（parental contact behavior）、仔から離れている（parent off pup） の 3 つである。各 1 時間を 3 分ごとに区切り、
3 項目の発現回数について、瞬間サンプリングを行った（図.4-3）。1 日の各項目の発現回数合計を 1 日の最大発現数 120
回で割り、各項目の 1 日当たりの割合を求めた。また、早期離乳群と通常離乳群に分け、一変量分散分析（ANOVA）を
行い、主効果と交互作用を検定した。さらに群間における各行動の比較は、有意差が検出された項目について多重比較







で 1 × PBS を 1 ml、40％ Gly を 1 ml 入れた 15 ml チューブに入れ竹串で粉砕後、－80℃で保管した。
また、糞便採取は、母マウスが「妊娠期」、「出産後」、「仔が 2 週齡の時」、「仔が 3 週齡の時」、「仔が 4 週齡の離乳後」
の 5 ポイントで行い、2 週齡以降の仔マウスも同時に採取を行った。細菌叢解析の際には、「仔が 2 週齢の時」と「3 週
齢の時」の 2 つの時期を合わせて「育児期」としている。
糞便内の細菌ゲノム抽出と解析
－80℃で凍結していた糞便サンプルは、氷上で融解してから本実験に用いた。まず、サンプルの懸濁液を 100 m 径
のセルストレイナーに通し、1 × PBS、TE10 でサンプルを洗浄した後、ペレットを TE10 に懸濁した。Lysozyme と
Achromopeptidase による溶菌処理後に、SDS と ProteinaseK によりタンパク質の分解、フェノール / クロロホルム / イ
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ソアミルアルコール処理でタンパク質の除去を行った。得られた上清に 3M 酢酸ナトリウムとイソプロパノールを加え
て 4℃・12000 rpm・15min で遠心した。デカントしてさらに 75% エタノールでリンスをした。上清を除去した後、乾燥
して、4℃で一晩 1 × TE 600 m l に溶解した。75% エタノールでリンスした後、上清を除き、乾燥させ、1×TE 50 m l に溶
解した。
抽出を行ったサンプルは、NanoDrop™ Lite 分光光度計と Qubit® 3.0 フルオロメーターを使用して、濃度（ng/mg）と
精度（A260/A280）を計測した。精度が 1.6 以上であったサンプルを、理化学研究所の宮内栄治氏にご協力いただき、
16S rRNA 遺伝子の高頻度可変領域である V4 領域において PCR 法によって増幅後、シークエンス、OTU 解析していた
だいた。
解析結果から、細菌同士で相関をとり、似たような増減パターンを示すものでグループ分けを行った。そのグループ
分けをもとに、妊娠期、出産後、育児期、離乳後の 4 つの時期、また次世代の EW → NW、NW → NW、EW → EW、
NW → EW の 4 郡での細菌叢の変化と違いを見た。さらに、細菌叢と母性行動間に相関が見られるかを検討した。細菌








次世代の母性行動の結果では、NW → NW は通常離乳親産まれ通常離乳母育ち、EW → EW は早期離乳母産まれ早期
離乳母育ち、NW → EW は通常離乳母産まれ早期離乳母育ち、EW → NW は早期離乳母産まれ通常離乳母育ちを示して
いる。
産みの親が同じ場合と、育て親が同じ場合でそれぞれ比較したところ、産みの親が EW の場合の、EW → EW と
EW → NW の仔なめ行動（Licking/grooming）は、PD7 において有意な差が認められた（p＜0.05）。また、育て親が
EW の場合の、EW → EW と NW → NW の、PD5 では仔から離れていた頻度で傾向が見られた（p＜0.1）。育て親が NW




CAG1 ～ 6 とした（図 4-9,1）。親世代と次世代の、妊娠期から仔離乳後までの全体的な細菌叢の変化を見たところ、出産
後における細菌叢で、大幅な変化があることが分かった。また次世代 EW → NW、NW → NW、EW → EW、NW → EW
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研究テーマ
マウスにおける社会認知機構の解析





Acoustic signals are widely used as courtship signals in the animal kingdom. It has long been known that male mice emit 
ultrasonic vocalizations (USVs) in the presence of female mice or in response to female secretions. This observation led to 
the hypothesis that male USVs play a role in courtship behavior. Although previous studies showed that female mice have 
a social partner preference for vocalizing males, it is not known if they exhibit a sexual partner preference when given a 
choice. To address this issue, we examined the copulatory behaviors of female mice with either devocalized males (with or 
without the playback of the USVs) or sham-operated males in two different behavioral paradigms: free interaction paradigm 
in the home cage of a male mouse (without choice of mating partners) or the mate-choice paradigm in a three-chambered 
apparatus (with choice of mating partners). In the free interaction paradigm, female mice exhibited comparable sexual 
receptivity with sham-operated and devocalized males. In addition, we found that female mice showed more approach 
behavior towards devocalized males when male USVs were played back. In the mate-choice paradigm, female mice visited 
more frequently and stayed longer with sham-operated than devocalized males. Furthermore, we showed that female mice 
received more intromissions from sham-operated males than devocalized males. In summary, our results suggested that, 
although female mice can copulate equally with both devocalized and vocalizing males when given no choice of mating 
partner, female mice exhibit both sexual and social partner preferences for vocalizing males in the mate-choice paradigm.
Introduction
Acoustic signals are used as courtship signals by males in many species, including insects, frogs, and birds. Male mice 
have long been known to emit ultrasonic vocalizations (USVs) in the presence of females or in response to female urine 
(Whitney et al., 1973; Nyby et al., 1977). Recent studies showed that mice USVs exhibited a song-like structure in the sense 
that they consisted of several syllables, and the structure of male USVs were innate and variable between individuals 
(White et al., 1998; Holy & Guo, 2005; Kikusui et al., 2011; Sugimoto et al., 2011). These results suggested that male USVs 
play a role in copulatory behavior, perhaps serving as a courtship song.
 In accordance with this hypothesis, previous studies found that female mice preferred to stay longer with vocalizing 
males than with devocalized males, and female mice approached the source of male USVs (Pomerantz et al., 1983; 
Hammerschmidt et al., 2009; Asaba et al., 2017). These results indicated that female mice have a social partner preference 
for vocalizing males. However, since it has never been examined in the mate-choice paradigm, it remains unclear whether 
a social partner preference is eventually translated into a sexual partner preference.
 The present study aimed to determine if female mice have a sexual partner preference for vocalizing males. If a 
female mouse had more copulations with one male compared to with another male in the behavioral experiment, we 
considered that the female mouse had a sexual partner preference towards the former male (Winslow, 2003; Zinck & 
Lima, 2013). In Experiment 1, a female mouse was paired with either a single devocalized male mouse (with or without 
the playback of the USVs) or a sham-operated male mouse (a choice of mating partner was not allowed), and their social 
interactions were examined. We tested if the presence of actual USVs or the playback of the USVs affected female 
sociosexual behavior. A previous study showed that the sexual partner preference of female mice for a different strain 
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of mice was only revealed in the mate-choice paradigm, but not in the no-choice paradigm (Zinck & Lima, 2013). Thus, in 
Experiment 2, we further tested the effects of male USVs on female sociosexual behavior in the mate-choice paradigm, 
where a female mouse was able to freely choose a mating partner between a devocalized or a sham-operated male mouse. 
Materials and Methods
Animals
We used C57BL/6 female mice and Jcl:ICR male mice (purchased from Japan Clea; maintained in the laboratory). These 
two different strains were chosen because of their different body size. Jcl:ICR mice are generally bigger than C57BL/6 
mice. In Experiment 2, to restrict males’ movements between behavioral chambers, we used tunnels so narrow that only 
female mice, but not male mice, could pass. In Experiment 1, we obtained the data by using 16 males (age: 3–6 months old) 
and 63 females (age: 3–5 months old). In Experiment 2, we reported the data from 7 triads, each of which consisted of one 
female and two males. Thus, we used 7 females (age: 2–3 months old) and 14 males (age: 2–4 months old). Females were 
housed in groups, and males were individually housed (temperature: 23 °C; humidity: 50 %; 12:12 light/dark cycle; lights 
on 06h00). Food and water were available ad libitum.
In Experiment 1, female mice were ovariectomized using the standard procedures, implanted with a silicone tube 
containing 17b -estradiol (sealed at both ends; inner diameter: 1 mm; outer diameter: 2 mm; length: 10 mm), and allowed at 
least two weeks for recovery (Ström et al., 2012). Female mice were primed with progesterone (0.03 ml at a concentration 
of 10 mg/ml, Wako, Japan) four hours prior to the behavioral experiment. Female sexual receptivity was hormonally 
induced because we aimed to examine the effects of male USVs on female sexual behavior. If a female mouse received 
any intromissions during the behavioral experiment, this female was not used in the subsequent experiments. Thus, 
all female mice were sexually naive. In Experiment 2, female mice were sexually naive and naturally cycling, and their 
estrous stages were monitored daily. We used a different method to induce female sexual receptivity because we would 
like to examine the effects of male USVs on female sociosexual behavior in longer time scale in Experiment 2. In both 
Experiments, males were sexually experienced by allowing him to have copulations with a female that was not used in 
the following behavioral experiments. The females used for male sexual training were novel to the male. All procedures 
were performed in accordance with the guidelines of “Policies Governing the Use of Live Vertebrate Animals” of Azabu 
University, and were approved by The Ethical Committee for Vertebrate Experiments of Azabu University (ID #160303-6).
Experiment 1
Apparatus
Behavioral experiments were performed in the home cage of a male mouse (17.5 cm × 24 cm × 12.5 cm). The experiments 
were videotaped using a camera that was located above the arena. A USVs-sensitive microphone (Day 1) or the USVs 
emitter (Day 3 and Day 4) was placed next to a metal-mesh hole (diameter: 5 cm) on the cage. A red tag (1 cm × 1 cm) was 
glued to the neck of the male mouse to facilitate offline behavioral analyses.
Experimental procedures
All male mice underwent five behavioral experiments for five consecutive days. In each experiment (one hour each), a 
male mouse was paired with a female mouse that was novel to the male during the light phase of the day. As described 
in the previous section, all female mice were sexually naive, and hormonally primed to induce sexual receptivity. Each 
experiment was conducted in a sound-attenuated box.
 The behavioral experiments started on Day 1. Male and female mice were allowed to have social interactions 
and copulations freely prior to the devocalization procedures. Then, in the afternoon of Day 1, half of the males were 
devocalized via dissection of the inferior laryngeal nerve (Nunez et al., 1985; Asaba et al., 2014). The remaining half of the 
males were subjected to sham surgeries. The behavioral experiments were repeated from Day 2 to Day 5. For devocalized 
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males, their own USVs, which were recorded on Day 1 (during the first five minutes of the experiment; before the 
devocalization procedures), were played back during the first five minutes of the experiment on Day 3 and Day 4, while 
the USVs were not played back on Day 2 and Day 5.
USVs playback
USVs were recorded on Day 1 using a USVs-sensitive microphone (sampling rate: 300,000 Hz; bandpass filtered 
between 20,000 Hz and 145,800 Hz; Condenser Ultrasound Microphone CM16/CMPA; Avisoft Bioacoustics, Germany), 
and recordings were stored on a PC through A/D conversion (Avisoft-UltraSoundGate 416-200, Avisoft Bioacoustics, 
Germany). USVs signals were digitally edited to remove environmental noises. The first five minutes of the prerecorded 
USVs signals were played back (Avisoft UltraSoundGate National Instruments Acquisition, Avisoft Bioacoustics, 
Germany), amplified, and transmitted to a nanocrystalline silicon (nc-Si) emitter as previously described (Uematsu et al., 
2007).
Analysis
Behavioral videos were analyzed using EthoVision software (Noldus, The Netherlands), and  then manually annotated. 
Several behavioral measures, including the number of approaches, were calculated based on the positions of two mice 
tracked by EthoVision. Furthermore, we manually annotated the occurrence of sniffing behavior (body and anogenital), 
grooming, mounting attempts, and intromissions. For each experiment, the receptivity index of each female mouse 
was calculated as the ratio of the number of successful intromissions to the number of total mounting attempts. The 
receptivity index reflected how sexually receptive a female was in response to male’s mounting attempts. To assess the 
amount of male USVs, male USVs on Day 1 were automatically detected (peak frequency, 20,000–250,000 Hz; minimum 
duration, 5 ms), and the total duration of male USVs was calculated by commercial software.
We performed a generalized linear mixed model (GLMM) analysis on behavioral measures using the glmm™B package in 
R. Briefly, for each behavioral measure, the appropriate distribution (normal, negative binomial, or binomial distributions) 
was specified with a canonical link function. The parameters were estimated based on maximum likelihood estimations 
using a Laplace approximation or a restricted maximum likelihood estimation. The parameter estimates were tested 
using a Wald z-test with a significance level of 0.05. Regarding the fixed effects, we used the following four explanatory 
variables: (1) if a male mouse was devocalized or sham-operated; (2) if USVs were played back or not; (3) whether a mouse 
already received surgery; and (4) the order number of the experiment (as a categorical variable). Since the male mice were 
used in multiple experiments, the identities of male mice were used as the random effect. 
Experiment 2
Apparatus
The apparatus consisted of three chambers. The largest chamber (14 cm × 30.5 cm × 20 cm) was designated as the 
“neutral zone”. Two smaller chambers (24.8 cm × 14.3 cm × 20 cm) housed males. The largest chamber was connected 
to the smaller chamber with a transparent tunnel (2.2 cm × 2 cm × 6.2 cm), which was so narrow that only females were 
able to pass through it. The room light was continuously on to enhance the quality of video recordings. Each mouse was 
provided with three or four food pellets, and water was available ad libitum.
Experimental procedures
Diestrous females were used in the experiment because our previous study showed that female mice exhibited a robust 
social partner preference in the diestrous stage (Asaba et al., 2014). The estrous stages of female mice were monitored 
daily between 09h00 and 11h00. If a female was in the proestrous stage, she was isolated on the next day, and the 
experiment started two days later when the female would be in the diestrous stage, which was confirmed by histological 
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examination of vaginal lavage. The female mouse was introduced into the neutral chamber at 09h00, and was habituated 
for two hours. The examined female mice did not show a preference for a particular chamber during habituation (data 
not shown). Sham-operated and devocalized male mice were introduced into their own small chambers at 11h00. The 
experiment was conducted in a sound-attenuated box for 48 hours, during which social interactions were videotaped by 
two motion-activated cameras (Angel eye HD; YK Musen). Because the cameras were activated upon motion detection, 
the movement of a male mouse or social interactions between a female and a male were recorded in real time.
Analysis
We analyzed behavioral videos, including social interactions between males and females. Several behavioral measures 
such as female visits, mounting attempts, and intromissions were manually annotated. We did not analyze ejaculation 
because of its rare occurrence. The entire 48-hour period was divided into four 12-hour time windows, which 
corresponded to the light/dark cycle to which mice had been accustomed. For each time window, the occurrence of 
behavior, total duration of visits, and receptivity index were calculated. We could not define the receptivity index for three 
mice (one sham-operated and two devocalized males), because these mice did not attempt to mount the female mouse. 
We performed the GLMM analysis on behavioral measures. In addition to the statistical models used in Experiment 1, 
we used the zero-inflated model for the numbers of mounting attempts and intromissions, since there were considerable 
numbers of zero-valued observations. In some analyses, we set the offset term as the logarithm of total visit time to 
correct the count data for total visit time. Regarding the fixed effects, we used the following two explanatory variables: (1) 
if the male mouse with which the behavior occurred was devocalized or sham-operated; and (2) the order number of the 
time window (as a categorical variable). Since female mice can perform copulatory behaviors with both sham-operated 
and devocalized males, the identities of female mice were used as the random effect.
Results
Experiment 1
We first examined if the amount of male USVs affects mouse sexual behavior by analyzing the data on Day 1 when all 
male mice were intact. We found that the total duration of male USVs was not significantly correlated with the number 
of mounting attempts (Pearson’s r＝0.35, P＝0.1835), the number of intromissions (Pearson’s r＝0.35, P＝0.1825), and the 
receptivity index (Pearson’s r＝0.31, P＝0.2471). 
Next, we examined the effects of the devocalization procedures and the playback of the USVs by using the GLMM 
analysis. The results indicated that the devocalization procedures did not affect the number of mounting attempts 
(parameter estimate ( b )＝0.7569; standard error (SE)＝0.8192; z＝0.924; P＝0.36; negative binomial distribution 1) or the 
number of intromissions ( b＝0.39592; SE＝0.83762; z＝0.473; P＝0.64; negative binomial distribution 1). Notably, the 
receptivity indexes associated with sham-operated males were not significantly different from those of devocalized males 
( b＝0.2701; SE＝1.1589; z＝0.233; P＝0.82; binomial distribution). Sham-operated males sniffed female bodies shorter ( b＝
88.061; SE＝42.771; t＝1. 997; P＝0.050; normal distribution) than devocalized males.
The females showed significantly more approaches towards males when male USVs were played back, compared to 
when male USVs were not played back (Figure 2A;  b＝1.9250; SE＝0.8150; t＝2.362; P＝0.022; normal distribution). When 
male USVs were played back, the females sniffed male genitals more frequently ( b＝0.62284; SE＝0.30665; z＝2.031; P＝
0.042; negative binomial distribution 1), and groomed males more frequently ( b＝0.61009; SE＝0.27885; z＝2.188; P＝0.029; 
negative binomial distribution 1).
We observed that the occurrence of several behaviors decreased between behavioral tests. This observation was 
supported by the result that significant effects associated with the order number of the experiment and surgery on 
several behaviors were detected.
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Experiment 2
We then examined the effects of male USVs on mouse sociosexual behaviors in the mate-choice paradigm. The results 
of the GLMM analysis indicated that female mice visited the chambers of sham-operated male mice more frequently 
than the chambers of devocalized male mice ( b＝0.6655; SE＝0.1370; z＝4.857; P＝1.2e-06; negative binomial distribution 
2). The total duration spent in the chambers of sham-operated males was longer than that spent in the chambers of 
devocalized males ( b＝0.64116; SE＝0.18830; z＝3.40; P＝0.00066; negative binomial distribution 2). These results suggest 
that female mice have a social partner preference for vocalizing male mice.
Furthermore, female mice were subjected to significantly more mounting attempts ( b＝0.9474; SE＝0.3271; z＝
2.896; P＝0.0038; zero-inflated negative binomial 1) and intromissions ( b＝1.3462; SE＝0.4256; z＝3.163; P＝0.0016; zero-
inflated negative binomial 1) by sham-operated males than devocalized males. When the data was corrected for total 
visit time, while female mice received mounting attempts equally from both sham-operated and devocalized males ( b＝
0.5678; SE＝0.3783; z＝1.501; P＝0.13; zero-inflated negative binomial 1 with the offset term), female mice were subjected 
to significantly more intromissions by sham-opeated males than devocalized males ( b＝1.0239; SE＝0.4706; z＝2.716; P
＝0.030; zero-inflated negative binomial 1 with the offset term). However, there was no significant difference between 
the receptivity indexes associated with sham-operated and devocalized males ( b＝0.3075; SE＝0.3274; z＝0.939; P＝0.35; 
binomial distribution). Taken together, the results indicated that female mice received more intromissions from sham-
operated than devocalized male mice, thus suggesting that female mice exhibit a sexual partner preference for vocalizing 
males in the mate-choice paradigm.
We observed that the occurrence of several behaviors decreased with time within the behavioral test. This observation 
was supported by the result that significant effects associated with the order number of the time window on several 
behaviors were detected.
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マウスにおける情動伝染の分子調整機構の解明





本研究では、マウス痛み情動伝染時に Fiber Photometry を行うことで、痛み情動伝染における帯状回の機能解明を目
標とした。
先行研究では C57BL/6J（以下 B6）を用いていたが情動伝染の指標となる恐怖反応が弱かったため、B6 メスと、恐怖































供試動物として、麻布大学生物科学総合研究所 3 階の 3-T-04 飼育室にて育てられた C57BL/6 系統（以下、B6）の未
去勢オスマウスと、国立遺伝学研究所（日本：静岡県）から購入し繁殖維持した MSM/Ms 系統（以下、MSM）のメス
マウスとの F1 である、MSMB6F1（以下、M6）を使用した。供試動物は生後 4 週程度で離乳、雌雄を分離し、1 ケージ
2 匹以上で飼育した。実験時はすべて 8 週齢以降であった。
飼育環境
供試動物は、麻布大学生物科学総合研究所 2 階の 2-A-50 飼育室にて飼育した。動物は、暗期 12 時間、明期 12 時間




実験には、仕切板を含めた Foot Shock 実験箱、Foot Shock ジェネレーター（設定したタイミングで電流を流す機械）、
解析用に実験箱上部に設置するカメラを用いた。これらの実験用具は小原医科産業株式会社（中野区、東京）より購入
した。
実験箱は、実際に Foot Shock を受ける個体が入る Demonstrator（Demo）エリア（14 cm× 9 cm× 11 cm）と、Foot 
Shock を受けない個体が入る Observer（Obs）エリア（16 cm× 10 cm× 26 cm）の二区画構造とした。Demo エリアに
は格子床（直径 2 mm、19 本）があり、そこから電気刺激を与えることでマウスにストレスを負荷する仕組みとなって
いる。二区画は透明のアクリル板（厚さ 5 mm）で仕切られており、仕切板には穴（直径 2 mm）が 72 個開いており、
二区画間で嗅覚や視覚情報は伝わるようにした。
Demo ならびに Obs のマウスを実験箱に入れた直後の 7 分間を「pre」、その後の 4 分間を「shock」、その後の 2 分間
を「post」とした。「shock」の 4 分間で Demo に電気ショックを与えた。刺激は 0.5 mA を 2 秒間 ×12 回の 18 秒間隔で
与えた。
実験の 13 分間を終えた後、Demo と Obs を 2 匹とも淘汰した。
実験スケジュール
マ ウ ス の 右 前 帯 状 皮 質（ACC） に AAV9.Syn.Flex.GCaMP6s.WPRE.SV40（UPENN） と AAV1.pmSyn1.EBFP.Cre
（Addgene）とを同量ずつ混ぜたものを 1.2 mL、毎分 0.1 mL の間隔でインジェクションし、同時に Fiber Photometry を
行うためのカニューラも装着した。





AP+0.5mm、ML-0.4mm、DV-1.4mm であり、カニューラ（3.0 mm）（Doric）は投薬と同じ平面座標かつ DV-1.39mm に、






先行研究の結果によると、B6 は Demo が受けた電撃が最大の 0.99 mA であったにもかかわらず、Obs の Freezing 率
が最も高いものでも 37.5% しか発現せず、10％にとどかない個体もいた。MSM では反応性が高いため Demo である B6
が受ける電撃を弱めたものの、pre からすでに Freezing 率が 50％を超え、shock・post では 90％以上を維持し続けた。
しかし M6 では、pre ではあまり Freezing をしていないが Demo がショックを受けている間に Obs の Freezing 率が上昇
して 30％を超え、post 始めの 1 分間で再び Freezing 率が下がるという結果が得られた。
M6 を用いて、観察個体の ACC における神経活性を計測した。術式の成功した 4 例について、すべての個体で、
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近年、腸内細菌叢の 16S rRNA 遺伝子解析やメタゲノム解析結果により、腸内細菌叢が健康および疾患と密接な関係
性をもつことが示唆されている。大腸癌では Fusobacterium sp. の増加 1)、炎症性腸疾患では Enterobacteriaceae の増






4 週齢の SD 系雄性ラット（Charles River）9 匹を Lieber-Decarli 手法 4) により、アルコール含有液体飼料（オリエ
ンタル酵母工業）あるいはその等カロリーを炭水化物で置換した液体飼料（オリエンタル酵母工業）で 8 週間の pair-
feeding を行った。8 週間の 5％エタノール含有液体飼料給餌（n=3：アルコール群）及びコントロール液体飼料給餌
（n=3：コントロール群）、最初の 4 週間は 5％エタノール含有液体飼料給餌、残りの 4 週間はコントロール液体飼料給餌
（n=3：禁酒群）の計 3 群を作製した。アルコール群は、まず 3％エタノール含有液体飼料を与え、2 日後 4％に移行し、
翌日に通常の 5％エタノール含有液体飼料をそれぞれ 8 週間与えた。飼育終了時に 1％イソフルランによる吸入麻酔下に
て心採血後、開腹を行い、すぐに肝臓を摘出し、中性緩衝ホルマリン液で固定した。また、大腸を摘出し 350 mℓの滅菌
生理食塩水を加えホモジネイトを行った。
血清は、心採血後 6 mL 用分離剤入り真空採血管（極東製薬工業）に血液を移し、30 分以上 1 時間以内室温で静置させ、
血液が凝固したことを確認してから室温 3000 rpm, 10 分間遠心分離した血清を－80℃に凍結保存し、使用する際に室温
で溶解した 5)。採血後血清分離までの時間、保存方法など対象検体すべてで共通のプロトコールを用いた。
病理組織学的検討




生化学検査項目は血液を遠心分離して得た血清を用いて、富士ドライケム 700Z（富士フィルム）で aspartate 




切り出した大腸をホモジネイト後、簡易 DNA 抽出キット Version 2 （株式会社カネカ）で DNA を抽出し、PCR を行
い 16S rRNA 遺伝子の V3V4 領域を増幅した。その後、次世代シーケンサー MiSeq® System（イルミナ）を用い分析を
行い、Qiime ソフトで解析した。
【結果・考察】




血清 AST 値は、コントロール群、5％エタノール含有液体飼料を給餌したアルコール群、禁酒群で、それぞれ 181.0±
32.1 U/L、272.3 ± 85.8 U/L、155.0±14.3 U/L であり、3 群間で有意な差が認められた。血清 ALT 値は、コントロール
群、5％エタノール含有液体飼料を給餌したアルコール群、禁酒群で、それぞれ 25.2±6.7 U/L、50.0±14.9 U/L、27.0±
4.5 U/L であり、3 群間で有意な差が認められた。血清 ALP 値はコントロール群及び 5％エタノール含有液体飼料を給餌
したアルコール群 3 群で有意な違いがみられなかった。血清総コレステロール値は、コントロール群、5％エタノール含
有液体飼料を給餌したアルコール群、禁酒群で、それぞれ 66.8±4.6 mg/dL、92.0±12.6 mg/dL、71.0±8.0 mg/dL であ
り、3 群間で有意な差が認められた。
Firmicutes 門ではコントロール群に比べアルコール群で約 1.7 倍増加が見られ、特に Clostridium sp. において変化が
みられた。アルコール群では Clostridium sp. が約 20.3 倍、Lactobacillus sp. が約 4 倍増加し、Parabacteroides sp. は約
0.4 倍低下した。また、Clostridium sp. の割合とエンドトキシン濃度の相関関係は R2＝0.7945 と強い相関がみられた。
今回の研究では肝臓組織の脂肪化に伴う腸内細菌叢の変化に着目し、HE 染色による病理組織像では禁酒群はコント
ロール群と変わらない肝臓組織像を呈し、有効性が確認した。アルコール群で、Lactobacillus sp. やエンドトキシンを産
生する Firmicutes 門の Clostridium sp. に増加がみられ、Parabacteroides sp. では低下という有意な変化がみられた。
今回の検討ではアルコール性肝障害において腸内細菌叢、特に Clostridium sp. で有意な変化がみられた。ヒトやマウ
スの腸内細菌叢のデータとは異なっているので、再現性を確かめさらに検討していく。
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ヒトの多因子性てんかんの自然発症モデルマウスである EL 系統の感受性 QTL を C57BL/6J 系統（以後 B6）に導入
したコンジェニック系統 Cg2 および Cg9 系統を確立した。本研究では、これらの系統を用いて、けいれん発作原因遺伝
子の特定と発作原性獲得の過程の解明を試みた。前年度前の研究成果から、２番染色体のマイクロサテライトマーカー
D2Mit397 の近傍（動原体より 54cM から 60cM の位置）に、LOD 値 10.1 の極めて有意な連鎖を示す QTL の存在を明ら
かにした。この区間に存在する発作原性に関わる候補遺伝子として、グリア型グルタミン酸トランスポーター（Slc1a2）
遺伝子が存在した。そこで、Slc1a2 遺伝子を対象に、発作閾値の低下を生じさせる刺激を反復負荷した時に、B6 系統、
Cg2 系統および、Cg9 系統における発現の変化を測定した。その結果、Slc1a2 遺伝子の発現量に統計的有意な差は認め
られなかった。しかし、発作を誘発する刺激を反復して加えた時に、嗅球と大脳皮質での発現レベルにおいて発作感受




EL 系統は、ヒトの多因子性特発性全般てんかんの疾患モデルとして広く利用されている（Suzuki, 2004）。EL 系統
のてんかん発作に関与する主要な量的遺伝子座（QTLs）が、２番および９番染色体に連鎖していると報告がされて
いる（Rise et al., 1991）。我々は、生物研 プロジェクト研究（No.XII）において、C57BL/6J( 以後 B6) 系統を背景とし
て、EL 系統 2 番染色体 D2Mit365-D2Mit280 間の約 118.3Mb の領域を持つ [B6.EL-(D2Mit365-D2Mit280) /Azab] 系統、
D2Mit156-D2Mit266 間の約 124.8Mb の領域を持つ [B6.EL‐(D2Mit156-D2Mit266) /Azab] および、9 番染色体の D9Mit89-
D9Mit182 間の約 71.2Mb 領域保持する [B6.EL-(D9Mit89‐D9Mit182 )/Azab] を確立することができた。また、これらの
コンジェニック系統は、B6 に比べて、放り上げ刺激誘発けいれん発作を、おこし易いことを明らかにした。各コンジェ





本年度の研究では、Cg2 系統の発作感受性 QTL の近傍に存在する Slc1a2 遺伝子の発現に注目して実験を行った。
Slc1a2 は主にアストロサイトに発現するグルタミン酸トランスポーターで、シナプス間隙に放出されたグルタミン酸を
回収する働きがある。Slc1a2 欠損マウスは、致死性の自発てんかん発作を生じる (Tanaka et al., 1997)。さらに、Slc1a2
を活性化させると、ピロカルピン誘発発作が軽減されることから、Slc1a2 は、グルタミン酸による過剰な興奮から神経
細胞を保護する作用を持つことが示されている（Kong et al., 2012）。ゆえに、Slc1a2 の発現制御異常が、Cg 系統の発作
感受性に影響を与えていると仮説を立てた。
【材料および方法】
B6 系統、Cg2 系統および、Cg9 系統の雄を用い、非刺激群、放り上げ刺激単回負荷群、放り上げ刺激反復負荷群の 3
つの群（各 4 匹）を作成した。マウスは生後 21 日～ 24 日（3 週齢）で離乳し、同性 4 匹を中型ケージに同居させ 1 週間
（34）
ごとにケージ交換を行った。非刺激群は、ケージ交換の時を除き動物に触れないように飼育し、10 週齢に到達した時点
で採材した。放り上げ刺激は、マウスを 1 匹ずつ空の小ケージに入れ、30 秒間に 20 回、約 15cm の振幅で上下動させ、
その後、ケージを水平な台の上に戻し 10 分間観察した。刺激を加えた後のマウスは、飼育用中型ケージに戻して飼育を
継続した。放り上げ刺激を単回負荷した群は、9.5 週齢（9 週齢に到達した 3 ～ 4 日後）に、1 度のみ放り上げ刺激を負
荷し、その 3 日後に採材した。放り上げ刺激を 10 回負荷した群は、5 週齢到達時から 3－4 日間隔で放り上げ刺激を反復
負荷し、9.5 週齢に到達したときに 10 回目刺激を完了し、最終の刺激日の 3 日後に採材した。脳組織の採材は、過剰量
のペントバルビタールナトリウム（200mg/kg）を腹腔内投与後に脳を摘出し、Hagihara ら (2009) の方法従って、嗅球、
大脳皮質、海馬を分離した。組織は、RNA Later　(Thermo Fisher Scientific) に浸漬し RNA 抽出まで－20℃で保存した。
総 RNA の抽出は、ISOGENE Ⅱ（ニッポンジーン）を用いた。抽出した総 RNA を鋳型として、逆転写酵素 SuperScript 
III　(Thermo Fisher Scientific) を用いて cDNA を合成した。合成したｃ DNA を用いて、Slc1a2 遺伝子の mRNA 発現
量を定量的 RT-PCR 法によって測定した。発現量測定の内部標準には、TATA 結合タンパク質（Tbp）遺伝子を用いた。
発現量の統計解析は、Tukey-Kramer 法を用いた。
【結果および考察】
嗅球、大脳皮質および、海馬における Slc1a2 のｍ RNA 発現量を図１に示した。Tukey-Kramer 法を用いて、各群の
発現量の平均値の差を検定したが、統計的に有意な差はみつからなかった。しかし、嗅球では、発作に抵抗性を持つ B
６系統が、発作感受性を持つ Cg2，Cg9 系統に比べて、発現量が高い傾向を示した。また、大脳皮質では、けいれん発
作の閾値低下を生じさせる刺激を 10 回反復した時に、B6 系統で Slc1a2 のｍ RNA の発現量の増加傾向が認められた。
しかし、海馬では、群間で発現量に一定の傾向は認められなかった。
今回の解析からは、てんかん発作感受性を持つ Cg2、Cg9 系統と、これを持たない B6 系統との間に Slc1a2 遺伝子の
mRNA 発現量に明確な差は認められなかった。しかし、発作を誘発するための刺激を負荷すると、B6 系統では、大脳皮
質において Slc1a2 遺伝子の発現量が増加することが示唆された。このため Slc1a2 遺伝子は、放り上げ刺激に応答して
発現量が変化することが示唆された。
図 1　マウス嗅球、大脳皮質、海馬における Slc1a2 遺伝子の発現量。Tbp 遺伝子を内部標準として相対発現量を示した。
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　12 週齢の C57BL/6 由来 SMS1（+/+）マウス、SMS1（+/－）マウス、 SMS1（－/－）マウスに対して、耳介部・
除毛を施した頸背部皮膚に 4%SDS 塗布後、コナヒョウヒダニ由来アレルゲンを含む軟膏試薬（ビオスタ AD、Biostir 
Inc.）を週 2 回、3 週間、計 6 回塗布した。皮膚症状の評価として臨床スコアを測定し、その合計を重症度の指標とし、
組織学的評価、および免疫学的評価として血漿中ヒスタミン濃度測定を行った。研究成果：AD 誘発マウスにおいて、
KO 群では肉眼的に重度の痂皮形成と乾燥、耳介部における組織欠損が認められた。耳介部肥厚の測定では、AD スコア
も KO 群でより重度であった。また、WT 群・Het 群と比較して KO 群では AD 様皮膚炎症状発症時期が早期であった。






胞活性の亢進（Nagafuku M et al., PNAS, E336-E342., 2012）や自己免疫性疾患（Lee H et al., Mol. Cells: 37(2): 161-171., 
2014）への関与を報告した。さらに、リウマチ関節炎モデルマウスにおいては GM3S 欠損が Th17 の IL-17 産生増加に
より炎症性関節炎を悪化させるという知見を得た（Tukuda Y et al., PLoS One., 7(6): e40136., 2012）。以上より、GM3 と
免疫機能の密接な関係が示唆される。そこで本研究ではアレルギー性皮膚炎における GM3S の関与を検討した。
材料と方法：
　C57BL/6 系統野生型（WT）マウスおよびガングリオシド GM3 合成酵素欠損（GM3S-KO）マウスを使用した。耳介
部および背部にコナヒョウダニアレルゲン軟膏を 3 週間塗布し、アレルギー性皮膚炎を誘発した。炎症スコアは発赤・
出血・痂皮・乾燥および耳介部の厚みにより評価した。耳介部と背部の組織切片を作製し、HE 染色およびトルイジンブ
ルー染色により、組織学的に解析した。成熟肥満細胞における機能評価のため、WT および GM3S-KO より骨髄細胞を




コナヒョウダニ由来アレルゲン軟膏を 1 回 100 mg、週 2 回、合計 6 回、背部と耳介部に塗布し、21 日間観察した。実
体顕微鏡写真において、GM3S KO マウスでは WT マウスと比較して試験開始後 3 日目と 7 日目に表皮の発赤と痂皮形成
が著しく観察された。また、この実体顕微鏡写真を元にした炎症スコアに関しても、GM3S KO マウスでは WT マウスと




実体顕微鏡写真において、WT マウスと GM3S KO マウスを比較すると、両系統ともに、血管の腫脹がわずかにみられ
た。しかし、WT マウスと GM3S KO マウスにおいて大きな変化は観察されなかった。また、耳介部の肥厚割合を 21 日
間測定した。これは、GM3S KO マウスと WT マウスそれぞれの初日の耳の厚みを 1 として、そこからの相対値で示し
た。GM3S KO マウスでは WT マウスと比較して試験開始後 7 日目以降に有意な耳の肥厚が観察された。
GM3S KO において表皮の著しい肥厚が観察された
皮膚を組織学的に解析したところ、WT マウスにおいて、試験開始後 0 日、7 日目、14 日目では、それぞれわずかに
表皮の肥厚がみられたが、大きな肥厚は観察されなかった。一方、GM3S KO マウスでは試験開始後 0 日の表皮と比較し
て、7 日目の皮膚では、表皮が著しく肥厚していることが観察された。また、同じ試験開始後 7 日目の GM3S KO マウス
の皮膚と WT マウスの皮膚を比較しても、GM3S KO マウスの皮膚の肥厚が顕著であった。以上より、GM3SKO マウス
において表皮の著しい肥厚が観察された。
GM3S KO において肥満細胞数の増加が観察された
前述の通りにトルイジンブルー染色を行った。WT マウスにおいて、試験開始後 0 日の表皮と比較して、7 日目、14
日目と、肥満細胞数に大きな変化は観察されなかった。一方、GM3S KO では試験開始後 0 日の表皮と比較して、7 日目
に肥満細胞数の増加が観察された。
GM3S KO において好酸球の浸潤が観察された
特に炎症が強かった背部の試験開始後 7 日目の真皮を 400 倍で観察した。WT の真皮では、示す線維芽細胞の浸潤が
多く観察された。一方、GM3S KO の真皮では、好酸球の浸潤が多く観察された。また、結果には示していないが、好中
球群の浸潤も GM3SKO において多く観察された。
GM3S KO と WT において肥満細胞の分化度と増殖度における差異は観察されなかった
分化度は肥満細胞の細胞膜上に存在するマーカーである FcεR と c-kit に対する蛍光免疫法を使用して、骨髄由来肥
満細胞の分化度をフローサイトメトリーで測定した。WT においては、培養開始後 7 日目で 28％、14 日目で 35％、21
日目で 48％、28 日目で 94％、35 日で 97％の分化度を示した。GM3S KO においては、培養開始後 7 日目で 27％、14
日目で 33％、21 日目で 54％、28 日目で 80％、35 日で 91％の分化度を示した。35 日間の分化度においては、有意差が
観察されなかった。増殖度はトリパンブルー染色後、生細胞数を計数し、総生細胞数を比較した。生細胞数計数開始後
WT においては、培養開始後 0 日目と比較して、7 日目で 0.6 倍、14 日目で 2.7 倍、21 日目で 5.6 倍、28 日目で 6.6 倍、
35 日で 11.5 倍に増殖した。GM3S KO においては、培養開始後 0 日目と比較して 7 日目で 0.5 倍、14 日目で 1.8 倍、21
日目で 3.4 倍、28 日目で 5.0 倍、35 日で 9.6 倍に増殖した。GM3S KO と比較して WT のほうがわずかに増殖度が大きい
傾向があったが、有意差はなかった。このため、以降の実験では 35 日間培養したものを使用した。
GM3S KO において無刺激状態における脱顆粒の亢進が観察された
b - へキソサミニダーゼを測定することで脱顆粒の放出率を観察した。WT において、無刺激では 23％の細胞で脱顆
粒を観察した。IgE 刺激では 69.9％、IM 刺激では 74.9％の割合で刺激に対して脱顆粒する反応が観察された。一方で
GM3SKO においては、無刺激の状態で 66.4％、IgE 刺激では 75.1％、IM 刺激では 79.9％の脱顆粒が観察された。一方、
GM3S KO において WT と比較して無刺激で有意な脱顆粒の亢進が観察された。
GM3S KO において MAPK 経路のリン酸化の亢進が観察された
肥満細胞の脱顆粒機構において、MAP キナーゼ経路におけるリン酸化が重要であることが報告されている。そこで、
成熟肥満細胞の MAP キナーゼのリン酸化状態を解析した。ERK、p-38、JNK についての 3 つの検討を行った。ERK と
p-38 においては、WT と GM3S KO においてリン酸化に変化は観察されなかった。一方、JNK では、WT 由来肥満細胞
では CT と比較して IM 刺激によりリン酸化の亢進が観察された。GM3S KO 由来肥満細胞においては CT で既にリン酸
（38）













膚炎の重症化が観察された（Fig. 3 A）。また、同時に炎症スコアでも肉眼所見と同様に、GM3S KO マウスにおいて、試
験開始後早期に炎症スコアが上昇した。これより、GM3S KO マウスにおいて、背部における皮膚炎の重症化を観察し





掻痒をはじめとして、慢性経過をたどり、遅延型反応炎症反応へと移行する。背部において早期に GM3S KO マウスの
炎症スコアが高値を示したのは、背部においては即時型炎症反応が強かったからと考えられる。一方、耳介部における
GM3SKO マウスの試験開始後 7 日目以降の肥厚は、慢性炎症反応が主体となったためと考えられる。アレルギー性皮膚
炎は、誘発を繰り返していくうちに慢性化し、憎悪と寛解を繰り返すため、このような結果になったと考えられる。
背部の表皮を観察した HE 染色からは、GM3SKO マウスにおいて、WT と比較して、表皮の著しい肥厚が観察された
（Fig. 5）。真皮に炎症細胞が浸潤し、ケモカインなどの肥満細胞を始めとする炎症細胞の誘引が関与していると考えられ
る。背部のトルイジンブルー染色では、WT では肥満細胞数の増加は観察されなかった。一方で、GM3SKO では WT と
比較して試験開始後 7 日目に肥満細胞数の増加が観察された。肥満細胞数が増加したとことで、アレルギー反応の主体
を担う、即時型炎症反応が助長されたと考えられる。
背部真皮の HE 染では、WT の皮膚においては線維芽細胞が浸潤していた。一方、GM3S KO の皮膚においては好酸球
が浸潤していた。これより、GM3SKO マウスにおける肥満細胞の浸潤と好酸球の浸潤より、GM3SKO マウスにおいて
は、アレルギー反応以外の炎症反応においても過剰に反応することが示唆された。
肥満細胞はアレルギー疾患において最も重要な細胞で、その脱顆粒は、細胞表面に発現している高親和性 IgE 受容体 
（Fc ε RI） に IgE が結合し、これらの複合体が抗原により架橋が形成されることで起こる反応である。これにより肥満細





成熟肥満細胞を用いた実験では、GM3KO と WT では、分化度と増殖度に差異はないが、GM3KO では無刺激状態で
脱顆粒の亢進（Fig. 9）、および JNK のリン酸化の亢進が観察された。さらに電子顕微鏡写真では顆粒分布の差が観察さ
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本研究は，非血清添加保存液におけるガラス化保存法の改良を目的とし，FCS の代替として PVA を添加し，またさら
なる発生能の向上のために CPA として COOH-PLL を添加した保存液をもちいてガラス化保存した C57BL/6J 系統マウ
ス前核期胚の加温後の生存および発生能について検討した．
材料および方法
成熟卵子の採取には 4-8 週齢の C57BL/6J 系統雌マウスを，体外受精に用いた精子の採取には 12 週齢以上の C57BL/6J
系統雄マウスを，それぞれ実験に供した．7 週齢以上の ICR 系統雌マウスを胚移植のレシピエントに，精管結紮を施
した 12 週齢以上の ICR 系統雄マウスを偽妊娠誘起に用いた．これらのマウスは日本チャールス・リバー株式会社（横
浜，神奈川，日本）で購入した．また，これらのマウスは麻布大学附置生物科学総合研究所で，気温 23±2℃，湿度 55
± 5%，光制御（点灯時間 : am 6:00-pm 18:00），飼料と水は不断給餌の環境下で飼育した．前培養，共培養には human 
tubal fluid（HTF）を基礎培地として用いた．前培養には HTF に PVA を添加した PVA-HTF + metyl-b -cyclodextrin
（MbCD） 0.4 mM，共培養には HTF にウシ血清アルブミン（BSA）を添加した mHTF + glutathione-SH（GSH） 1.25 mM
を使用した．その後の体外発生培養には KSOM-aa を使用した．前核期胚の保存液には，PB1（PB1（+））を作製した．
前核期胚の洗浄には，PB1 + FCS（ライフテクノロジーズジャパン株式会社，東京，日本）または PVA を用いた．平
衡液として PB １ + FCS または PVA + 15% CPA（7.5% EG + 7.5% COOH-PLL），ガラス化液として PB1 + FCS または
PVA + 30% CPA（15% EG + 15% COOH-PLL） + Sucrose 0.5M を用いた．加温に用いる希釈液として，PB1 + FCS また
は PVA + Sucrose 0.5M を使用した．洗浄液，平衡液，ガラス化液，希釈液の高分子として 20% FCS を添加したものを
control 区，同様に PVA 0%，PVA 0.01%，0.1% を添加したものをそれぞれ PVA 0 区，PVA 0.01 区，PVA 0.1 区とした．
CPA として Raffinose 18%，skim milk （和光純薬工業株式会社，大阪，日本）3% 液（以下 R18S3）を使用した．それぞ
れを計量して Milli-Q 水に加え，60℃の水温中で撹拌，溶解した．これを遠心処理（15 分，室温，20,000 x g）し，上澄
みを 0.22 mm Millipore 水 Filter により濾過滅菌を行い，1.5ml チューブに分注して -30℃で保存した．C57BL/6J 系統の
成熟雄マウスを安楽死させ，精巣上体尾部を採取，滅菌濾紙上で脂肪，血管および血液を除去後，100 m l の R18S3 スポッ
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ト内で眼科剪刀を用いて 5~6 回切り裂き，遮光下で 1 分間静置し，精子を R18S3 中に分散させた．その後，精巣上体尾
部を取り除き，精子懸濁液を 0.25 ml プラスチックストロー（IMV technologies，フランス）に 10 m l ずつ封入し，スト
ローパウダー（富士平工業，東京，日本）で栓をした．封入後，液体窒素表面から 2 cm の所で 10 分間の予備凍結を行
い，液体窒素中に投下して凍結保存した．C57BL/6J 系統雌マウスに，妊馬血清性性腺刺激ホルモン（eCG; 1000 単位：
日本全薬工業株式会社，福島，日本）５IU を含む 0.05 ml の生理食塩水（テルモ株式会社，東京，日本）を腹腔内投与
し，eCG 投与から 48 時間後にヒト絨毛性性腺刺激ホルモン（hCG; 3000 単位：ノバルティス アニマルヘルス株式会社，
東京，日本 または，あすかアニマルヘルス株式会社，東京，日本）5IU を含む 0.05 ml の生理食塩水を腹腔内投与するこ
とで，過剰排卵処置を施した．hCG 投与から 12 ～ 14 時間後に，雌マウスを安楽死させて卵管膨大部を採取した．卵管
膨大部はパラフィンオイル（関東化学株式会社，東京，日本）上で切り裂いて，卵丘細胞卵子複合体（以下 COCs）を
パラフィンオイルで覆われた 80 m l の mHTF スポット内に回収した．なお，COCs の回収は精子の前培養と終了時間が
同時になるように行った．
凍結保存精子ストローは液体窒素中から取り出し，37℃のウォーターバス内に 15 分間浸漬させて融解し，直径 35 ㎜
のプラスチックディッシュに精子懸濁液を排出した．精子懸濁液のうち 5 m l を，パラフィンオイルで覆われた 200 m l の
PVA-HTF スポットに移し，生存性および運動性を確認し，インキュベーター内で 1 時間の前培養を行った．インキュ
ベーター内の培養条件は全て 37.5℃，5％ CO2，湿度飽和の条件下で行った．前培養中に，精子は，4% NaCl 中で運動性
を失わせ，トーマ（式）血球計算盤により最終濃度が 2.0×105 sperm/ml になるように計算を行った．前培養後，COCs
を含む mHTF スポットに精子を加え，インキュベーター内で 6 時間の共培養を行った．
共培養後，COCs を KSOM‐aa に移動し，優しくピペッティングすることで卵丘細胞を取り除いた．卵子は KSOM-
aa で 3 回洗浄を行い，その後パラフィンオイルで覆われた 50 m l の KSOM-aa スポット内に移動し，位相差顕微鏡を用
いて受精判定を行った．雌雄両前核を確認できたものを受精卵，すなわち前核期胚として，パラフィンオイルで覆われ
た 50 m l の KSOM-aa スポット内に回収し，ガラス化保存を行った．Cryotop 法は Shibao らの方法を一部改変することで
行った．前核期胚を 37.5℃の洗浄液にて 3 回洗浄し，室温の平衡液で 3 分間静置，室温のガラス化液に浸漬後 1 分以内
に Cryotop（北里バイオファルマ，静岡，日本）の先端シートに充填し，液体窒素中に投入し，一週間以上保存した．体
外発生培養は Kohaya らの方法に従って行った．Cryotop 先端シートを 37.5℃の希釈液に 3 分間浸漬させ胚を回収し，室
温の洗浄液に 5 分間静置した．その後 37.5℃の KSOM-aa で 3 回洗浄し，パラフィンオイルで覆われた 50 m l の KSOM-
aa スポット内に移動し，インキュベーター内で体外発生培養を行った．加温から 1 時間後に細胞膜が明瞭なものを生存，
細胞膜が不明瞭なものを死亡として，細胞膜の形態により生存判定を行い（図），24 時間後に 2 細胞期胚，96 時間後に
胚盤胞への発生を実体顕微鏡下で観察した．
ガラス化保存後の産仔への発育能を評価するために，加温した前核期胚を 2 細胞期まで体外発生培養後，胚移植を行っ
た．また，胚移植は Shibao らによって報告されたものを一部改変することで行った．レシピエントに用いる ICR 系統
雌マウスを精管結紮 ICR 系統雄マウスと交配させることで偽妊娠を誘起した．これを Day 0 として Day 1 の am 9:00-pm 
0:00 に，膣栓が確認できたレシピエントに 5 ～ 10 個の 2 細胞期胚を各卵管に移植した．Day 20 の朝にレシピエントから
分娩もしくは帝王切開によって得られた産仔を調べ，正常な表現型を示した産仔を確認した．試験区として，control 区，
PVA 0.01 区由来の前核期胚を使用した．統計処理は，全ての実験は 3 回以上繰り返し行った．全てのデータはアークサ
イン変換後に Statcel4（オーエムエス出版，埼玉，日本）一元配置分散分析法 (one-way analysis of variance: ANOVA) に
より P 値を算出した．さらに，Scheffe´s F test による多重比較検定により群間を検討した．また，P＜0.05 を統計上有
意な差があるとした．
結果
FCS あるいは PVA を添加した保存液を用いて前核期胚のガラス化保存を行った．その加温後の生存率および発生率
を表 5 に示す．生存率は PVA 0.01 区（96.6%），PVA 0.1 区（98.1%）において control 区（91.5%）と同等の高い値を示
し，有意な差はなかった（P＞0.05）．2 細胞期胚への発生率も同様に，PVA 0.01 区（89.7%），PVA 0.1 区（92.3%）にお
いて control 区（87.8%）と同程度の高い値を示した（P＞0.05）．胚盤胞期率においても PVA 0.01 区（78.4%），PVA 0.1
区（51.9%），では control 区（75.6%）と差のない値を示し，特に PVA 0.01 区では control 区と同程度の高い値を示した
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（P＞0.05）．PVA 0 区では生存率（71.0%），2 細胞期率（57.1%）において control 区，PVA 0.01 区，PVA 0.1 区に，また
胚盤胞期率（24.2%）において control 区，PVA 0.01 区に比べて有意に低い値を示した（P＞0.05）．
FCS あるいは PVA を添加した保存液を用いてガラス化保存した前核期胚を加温後 2 細胞期まで体外発生培養し，胚移
植を行った．その産仔への発育率を表 6 に示す．control 区では 88 個の胚を 6 匹のレシピエントに移植し，41 匹の産仔
が得られた（46.6%）．PVA 0.01 区では 28 個の胚を 2 匹のレシピエントに移植し，10 匹の産仔が得られ（35.7%），産仔
率において有意な差はなかった（P＞0.05）．
結論
本研究から，C57BL/6J マウス前核期胚のガラス化保存液において FCS の代替として 0.01% PVA を用いることができ
ることが明らかにされた．本研究の成果は，効率的な遺伝子改変動物の作製に応用できると考えられる．
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ABSTRACT
　　Recently we reported that prenatal injection of di(n-butyl) phthalate (DBP) into pregnant rats induced hyperplastic 
proliferation of Leydig cells (LCs) in postnatal puberty to adult stages in male offspring. The effects of complex 
carbohydrate chains on the structure and function of glycoconjugates in many major biological processes have been well 
documented. Thus, nine lectins (ConA, DBA, SBA, LPA, WGA, UEA, PNA, GS1, and BPA) conjugated with biotin were 
employed to analyze the glycoprotein staining patterns of LCs of 7-, 9-, 14-, and 17-week-old SD (srl) rats whose dams 
had been intragastrically administered 100 mg DBP/kg/day or the vehicle (corn oil) from days 12 to 21 post-conception. 
Compared to the vehicle group, the numbers of LCs in the DBP group was significantly increased at 9 and 14 weeks, and 
hyperplastic LCs were observed at 17 weeks. Although histochemical expressions of Con A, WGA, and GS1 were similar 
in the LCs of the DBP and vehicle groups at 7 through 17 weeks, those of the DBP group revealed that LPA, a sialic 
acid-specific lectin, apparently increased at 9 through 17 weeks of age. The present study indicates that prenatal DBP 
exposure induced up-regulation of sialic acid, and it might be involved the LC hyperplastic proliferation from puberty to 
adulthood in rats.
Keywords Rats. Testis. Leydig cell. Lectins. Prenatal DBP exposure
INTRODUCTION
Phthalates are chemicals used to improve the flexibility and durability of polyvinyl chloride (PVC) and comprise up to 40% 
of the volume of the plastic. They are classified as environmental endocrine disrupters (Silva et al., 2003). Recently we 
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reported that prenatal injection of di(n-butyl) phthalate (DBP) into rats induced the hyperplastic proliferation of Leydig 
cells (LCs) in postnatal puberty to adult stages (Wakui et al., 2013a,b, 2014). 
Cellular glycoconjugates play important roles in cell recognition and interactions, affecting normal embryogenesis 
and postnatal development, including differentiation. Due to a unique capacity for recognition of the stereochemical 
configuration, charge, and accessibility of glycoconjugate determinants, lectins occupy an important place in modern 
carbohydrate histochemistry research (Sharon, 2007; Roth, 2011; Dan et al., 2015). Lectins have a specific binding 
affinity for the sugar residues of glycoconjugates; therefore, they are used as histochemical reagents to investigate the 
distribution of glycoconjugates in various tissues and cells at various stages of differentiation and maturation and the 
ontogeny and phylogeny of various organs and tissues (Arya and Vanha-Peerttula, 1984, Arya and Vanha-Peerttula, 1986; 
Damjanov, 1987; Malmi et al., 1990; Kume et al., 2017). Lectin histochemistry has been used to study spermatogenic 
cells in many mammalian species, such as the rat (Arya and Vanha-Peerttula, 1984; Malmi et al., 1990), mouse (Lee and 
Damjanov, 1985), cow (Arya and Vanha-Peerttula, 1985; Ertl and Wrobel, 1992), goat (Kurohmaru et al., 1991), shrew 
(Kurohmaru et al., 1995), and man (Lee and Damjanov, 1985; Malmi et al., 1987). However, investigation of the lectin 
histochemistry of LCs has been limited.
Although it is thought that prenatally injected DBP does not act directly on postnatal LCs (Motohashi et al., 2016a,b), 
it is not clear at this time whether DBP acts directly on fetal LCs or on the production of molecules by other testicular 
cell populations that alter glycoconjugates in the LCs. Although we previously reported that prenatal exposure to DBP 
increases the number of LCs in adult rats (Wakui et al., 2013a,b, Shirai et al., 2013), little information has been available on 
lectin-binding patterns during the development of LCs (Wakui et al., 2013a,b, ). The present study aimed to determine the 
age-related glycoconjugates of LCs after prenatal exposure to DBP.
MATERIALS AND METHODS
　　DBP (99.8% pure) was purchased from Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI). Eight-week-old time-mated female 
Sprague-Dawley rats (n=8) were procured from SRL Co. (Shizuoka, Japan) on gestation day 0; the day of copulation was 
confirmed. Upon arrival, animals were distributed into dose groups using body weight randomization. Animals were 
individually housed in polycarbonate cages containing wood chip bedding in a high efficiency particulate air (HEPA)-
filtered, mass-air-displacement room maintained on a 12-h light–dark cycle at approximately 22±2 ℃ with a relative 
humidity of 55 ± 5%. Animals were fed a conventional diet and had free access to food and water (MF, Oriental Yeast, 
Osaka, Japan). All experimental procedures were conducted under the approval of the Animal Care and Use Committee 
at Azabu University School of Veterinary Medicine; medical guidelines established by the National Institutes of Health 
and Public Health Service Policy on the Humane Use and Care of Laboratory Animals were followed. Pregnant rats (n=4 
per group) were intragastrically (i.g.) administered DBP in ~0.5 ml corn oil (Nacalai Tesque Inc., Osaka, Japan)/animal 
at 0 (vehicle group) or 100 mg/kg/day on gestation days 12 to 21. Dose solutions were prepared fresh every morning and 
administered at 9:00 am. The regimen was based on previous studies that demonstrated adverse effects of DBP on fetal 
male rats at 100 mg/kg/d (Mylchreest et al., 2002; Barlow and Foster, 2003; Wakui et al., 2013a, b; 2014; Shirai et al., 
2013;Kume et al., 2017). Offspring were weighed and sexed at birth. Litters were reduced to 10 offspring, 5 males and 5 
females per dam, with a mother not given DBP or corn oil. Weaning was carried out at 21 d postpartum, and pups were 
then removed from mothers. Offspring were housed in polycarbonate cages (n=5 per cage; single sex) with wood chips 
as bedding that was replaced every 5 d. All animals were weighed at birth and again at 7, 9, 14, and 17 wks of age. For 
each time point, five males (one male per cage of each dose group) were randomly selected, weighed, anesthetized, and 
euthanized via CO2 overdose. The testes were removed, weighed, and representative samples fixed in Bouin’s buffered 
formalin for routine light microscopy observation.
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Light microscopy morphometry
　　To count LCs, light microscope images were captured with a 40x objective on an Olympus BX53 microscope with a 
CCD attachment DP73 (Olympus Co., Tokyo, Japan). Because LCs are located within the interstitial tissue areas without 
seminiferous tubules, the number of LCs per unit square of interstitial tissue area (104 um2) was calculated using Image-
pro plus v.7.0.1 (Media Cybernetics, Rockville, MD); to avoid sampling bias, we examined 50 randomly selected sites from 
each of 10 different specimen blocks per testis in each group.
Lectin histochemistry
　　Lectin histochemistry was performed using biotinylated lectins, avidin-biotin peroxidase complex, and 3,3’
-diaminobenzidine tetrahydrochloride-H2O2 (Arya and Vanha-Perttula, 1984). The sections were counterstained with 
hematoxylin. Table 1 lists the lectins (biotinylated lectins were from EY Laboratories, Inc., San Mateo, CA, USA) used in 
this study, their abbreviations, the lectin concentration used, and their major sugar specificities. Concentrations were 
sufficient to detect relatively low levels of specific sugar residues. Some sections were treated with neuraminidase (0.1 
units/ml of type VI from Clostridium perfringens, Sigma, USA) to remove terminal N-acetyl neuraminic basic residues 
(Jones et al., 1995). The following controls were used: (1) replacement of the lectin by the corresponding buffer; (2) except 
SNA and MAA, replacement with its competing sugar (Ueno et al., 1992; Wakui et al., 1996; Jones et al., 1995), and (3) prior 
to incubation with SNA and MAA, sections were preincubated with neuraminidase (Sigma) using the methods of Jones et 
al. (1993).
Statistical analysis
　　For each data set, the mean value, standard deviation, and standard error of the mean were calculated and compared 
by a chi-square test or Scheffé’s F test using the computer statistical analysis system Stat View-J 5.0. A p value of less 
than 0.05 was regarded as statistically significant (Abacus Concepts, CA, USA).
Testosterone level analysis
　　Testicular T levels of individual testes from four male rats per group at each endpoint were measured by 
radioimmunoassay as described previously (Mylchreest et al., 2002). After dissection, testes were snap frozen on liquid 
nitrogen and stored at -80°C before analysis. Testes were defrosted and homogenized individually in 0.5 ml PBS; aliquots 
of this solution were then extracted with 2 ml diethyl ether, shaken for 5 min, and then placed in a bath of methanol 
cooled with dry ice. The nonaqueous portion of the extract was then decanted, dried overnight in a fume hood, and 
reconstituted in assay buffer. The limit of detection of assay was 40 pg/testis.
Statistical analysis 
For each set of mean values, standard deviation, and standard error of means were calculated and compared using 
Scheffé’s F test with the statistical computer analysis system Stat View-J 5.0 (Abacus Concepts).
RESULTS
Pregnant dams were intragastrically (i.g.) administered DBP at 0 mg (control) or 100 mg DBP/kg/day in corn oil on 
gestation days 12 to 21. At post-birth weeks 7, 9, 14, and 17, no statistical differences regarding average body weight (g), 
litter size, pup survival rate, or sex ratio were observed for any group on any day examined (data not shown). The 100 mg/
kg dose group displayed a statistically significant decrease in testicular weight after 9 weeks post-birth, although animal 
weights for all dose groups were similar to those of the vehicle group throughout the entire study. Light microscopy 
observation revealed that the number of LCs in the 100 mg/kg group was significantly higher (LC hyperplasia) than in 
the control group at 9, 14, and 17 weeks; all other groups at all ages were similar to those of the vehicle group. Testicular 
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testosterone levels of the DBP group at 9, 14, and 17 weeks were significantly lower than those of vehicle group.
　　The affinities of the nine lectins gave typical and consistent staining patterns in the LCs of vehicle and DBP-
treated groups. With specific inhibitory sugars for each lectin, the staining was abolished. Each lectin is separately 
described, and the staining patterns are compiled in Table 1. The strongest stainings of lectins in the cytoplasm of LCs in 
both groups were observed with ConA ,WGA, and GS1 at 7 through 17 weeks, but 9-, 14-, and 17-week-old rats of the DBP 
group showed reactions with LPA. In the testis, positive LPA staining was present in the LCs of the DBP group at 9, 14, 
and 17 weeks. The Leydig cells were immunohistochemically positive for ConA, WGA, GS-1, and LPA.
DISCUSSION
Phthalates are ubiquitous contaminants of the environment. Humans and animals are inevitably exposed to these 
chemicals, and testicular Leydig cells (LCs) are a primary target of them (Mylchreest et al., 1998; Barlow and Foster, 
2003; Wakui et al., 2013a,b;2014). LCs strongly stained with lectins ConA and WGA also have been previously reported in 
Wistar rats, as well as negative staining for DBA , SBA, and UEA1 (Arya and Vanha-Perttula,1984; Malmi et al., 1990). LCs 
express cytoplasm binding sites for lectin ConA, indicating the presence of oligosaccharides with terminal aphaGalNAc 
and terminal/internal alphaMan, and for WGA, indicating the presence of terminal (GlcNAc-beta-(1,4)-GlcNAc)1-4 
(Damjanov, 1987). In the present study, LCs of SD rats were negative for DBA, SBA, UEA1, PNA, and SPA, while GS1 
binding sites were positive in cytoplasm; these results indicate that certain glycoconjugates bearing D-galactose, 
N-acetyl-D-galactosamine, and N-acetyl-D glucosamine residues are expressed on the cytoplasm of LCs. Therefore, ConA, 
WGA, and GS1 showed the same binding pattern in which all three lectins bound to the plasma membrane and cytoplasm 
of LCs from 7 through 17 weeks in both DBP and vehicle groups. 
A simple and rapid method for isolation of the sialic acid-specific lectin, Luminulus polyphemus hemagglutinin (LPA), 
from the hemolymph of Limulus polyphemus has been described for use as a cytochemical and biochemical probe (Meresam, 
1982). LPA biding sites were distributed in the cytoplasm of all DBP groups at 9 through 17 weeks of age. Moreover, LC 
hyperplasia induced by in utero exposure of rats to DBP was positive for sialic acids at 17 weeks of age. Sialic acids are 
members of a large family of carboxylated sugars frequently found as terminal units of glycoconjugate oligosaccharide 
chains. These sugars confer a negative charge to the cell surface and are responsible for the intercellular and/or 
intermolecular recognition phenomena as specific ligands (Sharon, 2007). It has been reported that the expression of 
cellular sialic acid correlated to malignant cellular transformation (Malmi et al., 1987, 1990; Jones et al., 1993). It is known 
that changes occur in the structure of sialic acid secreted by malignant colorectal epithelium (Ajioka et al., 1997), and 
sialic acid is detectable in cancerous and precancerous lesions but not in normal colorectal mucosa (Ajioka et al., 1997). 
The results of our present study may indicate a decrease in the stainability of LPA at 14 and 17 weeks old in the vehicle 
group, while that of the DBP group was positive for LPA. It seemed that prenatal DBP exposure induced sialic acid up-
regulation, and it might be involved in the hyperplastic proliferation of LCs from puberty to adulthood in rats. It revealed 
that LPA is a useful histochemical marker for fetal and adult LCs during testicular differentiation and development of the 
rat.
Our previous study revealed that prenatal exposure of rats to DBP induced a gradual increase in testicular disorders 
concomitant with postnatal maturation, and thus the effects of prenatal DBP exposure on rat testis might be a delayed 
effect (Wakui et al., 2013a,b,; 2014). In utero exposure to phthalates caused a notable reduction of serum T during puberty 
to adulthood in that study (Wakui et al., 2013a,b,; 2014). It has been shown that reduced T production was due to either 
decreased steroidogenic enzyme activity or lower cholesterol-transporting protein levels after in utero phthalate exposure 
(Wakui et al., 2013a,b,; 2014). The cause of the increase adult LC numbers after in utero exposure is unclear. Further 
studies are necessary to correlate the glycoproteins of the epididymal fluid with those attached to the spermatozoan 
surface and their affinity for different lectins.
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◆ニワトリ・ウズラ等　　　　　　　　2 ～ 9 週間
　（卵殻を消毒した卵を、持ち込む場合を除く）
○ SPF 動物実験施設
　SPF 動物実験施設は、主にマウス・ラットなどの SPF 動物（特定病原体が存在しないことを確認）を対象とした








　Conventional 動物飼育施設は、イヌ・ネコを対象とした動物飼育施設（3 階 3 室）であり、実験用に生産された
動物のみの飼育を行っている。
○感染実験施設







　本実験施設は、マウス・ラットを対象とした動物飼育施設（3 階 3 室）、低温環境及び高温環境が設定できる飼育

























　平成 29 年度生物科学総合研究所実験施設の飼育利用費（図 1）及び実験動物飼育状況（図 2）は、次のとおりである。
（図 - 1）生物科学総合研究所実験施設利用費一覧
平成 29 年 4 月現在
利 用 場 所 種 類
利用者（円 / 日） 1 ケ ー ジ 当 た り
最 大 収 容 匹 数
内　　　　　訳　（円）
（ケージ・水槽等） 基 本 料 金 飼 料 費
Ｓ Ｐ Ｆ
マ ウ ス 16 3 10 6
ラ ッ ト 30 3 20 10
ウ サ ギ 47 1 30 17
ク リ ー ン
マ ウ ス 11 3 5 6
ス ナ ネ ズ ミ 17 3 10 7
ハ ム ス タ ー 24 2 15 9
ラ ッ ト 20 3 10 10
モ ル モ ッ ト 17 2 10 7
ウ サ ギ 31 1 17 14
毒 性
マ ウ ス 11 3 5 6
ス ナ ネ ズ ミ 17 3 10 7
ハ ム ス タ ー 24 2 15 9
ラ ッ ト 20 3 10 10
モ ル モ ッ ト 17 2 10 7
ウ サ ギ 31 1 17 14
コ ン ベ ン
シ ョ ナ ル
ネ コ 30 1 17 13
イ ヌ 70 1 45 25
感 染
マ ウ ス 11 3 5 6
ス ナ ネ ズ ミ 17 3 10 7
ハ ム ス タ ー 24 2 15 9
ラ ッ ト 20 3 10 10
モ ル モ ッ ト 17 2 10 7
ウ サ ギ 31 1 17 14
ネ コ 30 1 17 13
イ ヌ 70 1 45 25
ニ ワ ト リ 21 1 13 8
ヒ ナ
（3 週 令 ま で ） 20 4 12 8
両 生 類
（ 実 験 動 物 化
さ れ て い る
アフリカツメガエル）
魚 類
5 － 5 －
検 疫
ネ コ 30 1 17 13
イ ヌ 70 1 45 25
水 生 生 物
両生類・魚類等 5 － 5 －
貝類（大型水槽） 10 － 10 －
貝類（小型水槽） 5 － 5 －
※ 飼育室の動物飼育は、自主飼育管理を基本とする。
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（ 匹 数 ）マ ウ ス ラ ッ ト ウ サ ギ イ ヌ
ス ナ
ネ ズ ミ
ネ コ ニワトリ ウ ズ ラ
水 生
動 植 物
４月 2,573 501 0 18 0 5 0 2 374 3,473
５月 2,567 586 1 18 0 5 20 2 383 3,582
６月 2,523 472 2 17 0 4 10 2 384 3,414
７月 2,640 437 2 17 0 3 0 2 266 3,367
８月 2,703 519 1 17 0 3 0 0 262 3,505
９月 2,698 738 0 17 0 3 0 0 261 3,717
１０月 2,826 824 0 16 0 3 0 0 268 3,937
１１月 2,670 516 0 16 0 3 0 0 266 3,471
１２月 2,853 356 0 16 0 3 0 0 264 3,492
１月 2,889 255 0 17 0 2 0 0 263 3,426
２月 2,916 263 0 18 0 2 10 0 261 3,470
３月 2,901 393 0 18 0 2 10 0 259 3,583
合計
（匹数）















研究概要：12 週齢の C57BL/6 由来 SMS1（+/+）マウス、SMS1（+/-）マウス、 SMS1（-/-）マウスに対して、耳
介部・除毛を施した頸背部皮膚に 4%SDS 塗布後、コナヒョウヒダニ由来アレルゲンを含む軟膏試薬（ビオスタ AD、
Biostir Inc.）を週 2 回、3 週間、計 6 回塗布した。皮膚症状の評価として臨床スコアを測定し、その合計を重症度の
指標とし、組織学的評価、および免疫学的評価として血漿中ヒスタミン濃度測定を行った。研究成果：AD 誘発マウ
スにおいて、KO 群では肉眼的に重度の痂皮形成と乾燥、耳介部における組織欠損が認められた。耳介部肥厚の測定
では、AD スコアも KO 群でより重度であった。また、WT 群・Het 群と比較して KO 群では AD 様皮膚炎症状発症時
期が早期であった。組織学的評価においても WT 群・Het 群と比較して KO 群で重度炎症および慢性炎症像が観察さ
れた。
研究成果報告
学会発表 1　 横森瑛美 , 永根大幹 , 森元美紗子 , 岡本まり子 , 池田輝雄 , 山下匡・ガングリオシド GM3KO マウスにおける
アレルギー性皮膚炎を促進する原因は肥満細胞である・日本獣医学会・2017 年 9 月・口頭発表
学会発表 2　 山下匡 , 永根大幹 , 横森瑛美 , 森元美紗子 , 柴田悠貴 , 斉場遼介 , 岡本まり子 , 上家潤一 , 池田輝雄・ガングリ
オシド GM3 はマクロファージの機能に影響を与える・第 14 回 バイオオプティクス研究会・2017 年 9 月・
招待講演
学会発表 3　 斉場遼介、永根大幹、石川三友紀、山下匡・皮膚バリア機能における SMS1、2 の役割・日本生化学会・















論文　 Nagane M, Kanai E, Shibata Y, Shimizu T, Yoshioka C, Maruo T, Yamashita T. Sulfasalazine, an inhibitor of 
the cystine-glutamate antiporter, reduces DNA damage repair and enhances radiosensitivity in murine B16F10 
melanoma. PloS one. 2018; 13（4）: e0195151.+C34
学会発表　 和田 崇彦、永根 大幹、岸 和寿、金井 詠一、柴田 悠貴、中村 晴彦、山下 匡、悪性黒色腫における GHz 帯マ







イヌのコリン輸送体 CTL1 ～ 5 についてその構造を前回報告した。本年度はその組織局在について解析した。その










周産期乳牛への VK3 と酢酸 Na 給与が、体内の骨代謝回転に及ぼす影響を検討した。
ホルスタイン種乳牛を基礎飼料に VK3 を 50 mg/ 日と酢酸 Na を 136 g/ 日を添加した投与群 （6 頭）と、基礎飼料























Aspergillus fumigatus あるいは Candida albicans をラットへ免疫して得た抗血清を用いて間接蛍光抗体法を応用し
た簡易な抗体価測定法について検討している。C. albicans を結合させたラテックス粒子を無蛍光スライドグラスに固












C57BL/6 雌マウスをαリノレン酸を主としたw3 系列脂肪酸を給与する区と無給与区の 2 群に振り分け、1 週間の
馴致期間後から産仔の離乳までそれぞれの飼料で飼育した。雌マウスは 9 週齢を過ぎてから、同時期に導入した同じ
週齢の C57BL/6 雄マウスと交配し、妊娠させた。産仔が 3 週齢に達した時点で離乳させ、母マウスと別のケージで飼
育した。産仔には母マウスと同じ飼料を給与した。6 週齢の産子の腓腹筋の酸化的筋線維の割合を NADH 脱水素酵素
活性を用いて観察したところ、母マウスへのw3 系列脂肪酸の給与の影響はなかった。また、腓腹筋のミオシン重鎖




























潰瘍性大腸炎モデルマウス（デキストラン硫酸ナトリウム 1% 水溶液自由摂取 C57BL/6 マウス）へ、食肉製品由来
の Lactobacillus （L.） sakei または L. curvatus に属する乳酸菌殺菌菌体を 10 菌株各々投与することにより、同マウス
における乳酸菌株の効能について評価した。評価項目として、マウスの体重減少の動向ならびに結腸の長さについて
観察した。その結果、供試した食肉由来乳酸菌株では対照区（水投与群）と比較して、有意に体重減少および結腸の














脈の採血と胎盤節の採取を行い（3 頭から 12 頭に増加）、胎子と母牛の血中 PTHrP 濃度の測定と、PTHrP 遺伝子の
発現量の解析を行った。その結果、臍帯動静脈血液中 PTHrP 濃度は 2 ～ 6 pM 程度であったが、母牛の血液中では以
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論文　 Iwashita N, Sugita K, Shirai M, Murata S, Yanagisawa S, Goto S, Takagi Y, Asai F: Application of a portable gas 
chromatogrtitative measurement of canine oral malodor. Fundam Toxicol Sci, 4; 23-29, 2017.
学会発表　 岩下直樹、杉田和俊、白井明志、村田彩也香、柳澤志穂、後藤純雄、高木敬彦、浅井史敏：ポータブル・ガ













論文　 Takagi Y, Kadowaki H, Kobayashi I, Ito K, Ito K, Shirai M, Asai F: The effects of high-sodium intake on systemic 
blood pressure and vascular responses in spontaneously diabetic WBN/Kob-Leprfa/fa rats. Clin Exp Pharmacol 












論文　 A. Itoh, N. Kabe, S. Kuwae, E. Oura, S. Hisamatsu, Y. Nakano, Y. Zhu, Bull. Chem. Soc. Jpn., 90（5）, 520-526 
（2017）. Multi-Element Profiling Analyses of Symbiotic Zooxanthellae and Soft Tissues in a Giant Clam （Tridacna 
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雄性 SD ラットに異物代謝酵素を誘導する薬剤（β ナフトフラボン、フェノバルビタール、デキサメタゾン、ピラ
ゾール）を投与後、と殺し、肝臓から異物代謝酵素を含んだ細胞内画分（S9）を調製した。このラット S9 を、ヒト
やイヌ S9 とともに用い、その異物代謝酵素活性を測定するとともに、間接変異原性物質（PhIP、IQ および 2-AA）
の代謝活性化への影響を Ames 試験により検討した。その結果、ラット S9 とヒト、イヌ S9 間では異物代謝酵素活性
および変異原性物質の代謝活性化能に相違が見られた。
研究成果報告
























素（NOS）を介した NO が関与していること、NO 産生に NO- シトルリン回路の亢進を伴う NO 産生が関与している
可能性が示唆された。また、クロマチン免疫沈降法により、NO- シトルリン回路構成酵素（アルギニノコハク酸合成




の促進と S- ニトロシル化の関与・ConBio2017・2017 年 12 月 7 日・ポスター発表
学会発表 2　 並木湧佑、藤本真理、大久保巧、宮﨑陽子、田中和明、滝沢達也・バルプロ酸によるラット脂肪組織幹細胞




















用が知られていることから、ラット子宮における H2S 合成酵素（Cbs, Cse, 3Mst, Cat）遺伝子の経日的発現を検討し
た。子宮筋層及び子宮頸管において、Cbs mRNA 発現は非妊娠及び卵巣摘出群（OVX）と比較して、それぞれ妊娠 13
日、妊娠 17 日をピークに有意に増加した。特に子宮筋層における Cbs mRNA 発現は非妊娠と比較し、妊娠 17 日は数
十倍の発現増加が見られ、その後、妊娠 21 日で急激に減少した。Cbs タンパク質発現では妊娠 13 日をピークに有意









































通常のマウス飼育ケージを仕切り板で 3 分割した小空間に ω3 系脂肪酸欠乏飼料を与えて飼育・繁殖したマウスを















































































































































































CRFK 細胞と浮遊 CRFK 細胞でほぼ同様に吸着効率の減少が確認された。また、低温下で吸着可能なウイルスを選別
してもその性状は　固定化されず、吸着効率の減少はウイルス側の要因ではない可能性が示唆された。
研究成果報告
学会発表　 高山　龍一、高橋　俊一、田中　将元、藤野　寛、田原口　智士・浮遊猫腎由来株化細胞（浮遊 CRFK 細






















中和試験は従来法に従い FAV 血清型 1（JM1/1）と免疫血清（抗 JM1/1）を混和し 1 時間静置し、その血清感作ウ
イルスを 96 穴の CK 細胞に接種し、72 時間後に細胞における FAV の蛋白質の発現を FAV の組換え DBP をウサギに
































自然露地栽培したアガリクス KA21 の乾燥した子実体を熱水抽出し、透析したものを AE とし、それをさらにエタ
ノール沈殿処理によって抽出し PS を精製した。PS の抗インフルエンザ作用は MDCK 細胞にインフルエンザウイル
ス H1N1（PR8 株）を吸着後、PS 存在下で培養し、感染数時間ごとのウイルス液を回収して、そのウイルス価を測定
し調査した。さらに、PS とインフルエンザウイルスを混合し、そのウイルス価を測定することで PS のウイルスに対
する殺ウイルス効果（直接作用）を調査した。また、PS のインフルエンザウイルスに対する吸着・侵入への影響は、
吸着は PS 存在下でウイルスを細胞に接種して、侵入では細胞にウイルスを吸着後、PS 存在下で培養を行い、プラッ
ク数を測定した。
自然露地栽培したアガリクス KA21 の PS は、対照と比較しインフルエンザウイルスの増殖を約 100 倍抑制した。



























































以前の実験においてオボアルブミン（OVA）産生遺伝子組換え乳酸菌（OVA 産生乳酸菌 : 分泌型乳酸菌）をマウス
経口投与後、OVA とアラムの腹腔内投与を行った。しかし、OVA 産生乳酸菌群と非投与群において OVA 特異的 IgE
に有意な差は認められなかった。乳酸菌における OVA の産生が低いと考えられたので、本年度は OVA 産生能の高い















































































2、マウス B 細胞における ZNF131 の機能解析を行い、B 細胞分化の初期である proB 細胞の過程で必須であることを
見出した。proB 細胞の増殖に必須であること、また proB 細胞期で進行する免疫グロブリン重鎖の遺伝子再構成にも
関与することを見出した。
GATA3 変異マウスに関しては、Δ 2GATA3 変異マウス（ふたつの Zn finger の欠失）に、I-Ab deletion 及び
CD4Cre トランスジーン、さらに Foxp3-hCD2 knockin の 3 種類のアレルの導入を行っており、ほぼ完了した。これ
によりΔ 1GATA3 変異マウス（一つの Zn finger の欠失）と、種々の形質を比較できるようになる。
研究成果報告
学会発表　 Tomohiro Iguchi、Makiko Hirano、Shoichiro Miaytake; Dermatitis developed in GATA3 mutant mice. The 




















BALB/cAJcl-nu/nu マウス雄 5 週齢にイヌ肝細胞癌由来腫瘍細胞株（95-1044）を移植し、コントロール群およびア
ミノ酸トランスポーター（LAT）阻害群（LAT1 阻害剤 25mg/kg 腹腔内投与）に分け、体重および腫瘍容積を測定し
た。剖検後、HE 染色、免疫染色（抗 LAT1、抗 PCNA）を行い、LAT1 陽性率、PCNA 陽性率を算出、スコア化し、
統計学的解析を行った。 コントロール群と比較し、LAT1 阻害群において腫瘍増殖抑制、腫瘍組織の変性、壊死部増
大および PCNA 陽性細胞の増数が認められた。統計学的解析において、LAT1 阻害群はコントロール群と比較して
PCNA 陽性率が有意に低い結果を示した。
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